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論文内容要旨
 補体第3成分(以下C3)は補体系の中心的成分である。C3にはFactorHやFactorI等に
 対する結合部位が存在し,それらの成分との結合によりC3が修飾を受け,それ以降の補体系の
 反応が調節を受けている。また,活性化やその後の反応の過程でC3は種々の生物活性を有した
 フラグメントに分解される。リンパ球や単球等はこれらのC3フラグメントやFactorH等の補
 体成分に対するレセプターを有している事が知られているが,詳細については不明のものが多い。
 しかし,レセプターを介して補体成分が細胞機能に影響を与えている事は明らかであり,その解
 析は重要である。特に単球系細胞は免疫応答で非常に重要な役割を持っており,種々の補体成分
 による免疫応答への影響も単球系細胞と関係しており,そのレセプター構造の研究は重要である。
 本研究ではヒトC3を抗原とするマウス単クローン抗体を作成しヒト単球系細胞のFactorH
 結合能がC3と抗原性を同じくする細胞膜上レセプター様物質による事を明らかにした。
 材料及び方法
 1)単クローン抗体の作成:ヒト血清もしくはヒト血清処理イーストで2回免疫し,精製ヒト
 C3で追加免疫後3日目のBALB/Cマウス脾細胞とBALB/C由来のミエローマ×63Ag8-
 653とをPEG1000を用いて融合した。HAT培地により融合細胞を選択し限界希釈法により単
 クローン化した。2)抗体の精製:融合細胞を移植したマウスの腹水及び血清よりProtelnA-
 Sepharose4Bを使用して抗体の精製を行なった。精製度は抗体のIsoty匪及びSubclassを
 指標にして確認した。3)EACの作成及び補体成分の精製:既に報告された方法により行なっ
 た。EACは奥田らの方法により作成し,FactorHは永木らの方法によった。精製ヒトC3はコ
 ーディス社より得た。4)培養細胞との反応:膜間接蛍光抗体法により行なった。5)ユ251標識
 及びbindingassay:抗体及びFactorHはクロラミン丁法により1251標識した。Bindingassay
 はEACでは1×108/tube,単球系細胞は1×106/tube用い,1251標識リガンドはL2×105
 cpm/tube用いた。1251標識リガンドの特異的結合を測定する目的で反応は非標識リガンドも
 しくはコントロール溶液存在下で行ない,反応後3回洗浄しガンマカウンターにより測定した。
 結果及び考察
 抗ヒトC3単クローン抗体5株(KM-10,11,12,13,14)を作成した。得られた5株の抗
 体が抗C3特異的である事は免疫電気泳動法により確認した。またEA142とは反応せずEA1423
 との反応は認められた事より,得られた5株の抗体は全て細胞等と結合したC3とも液相のC3
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 とも反応する。EACの凝集価は株間で大きく異なる。C3の溶血活性阻止能はKM-14とKM一
 エ1に認められた。
 ヒト培養細胞と抗C3単クローン抗体5株との反応を間接蛍光抗体法により検討した。血清処
 理によりC3を結合させたRaji細胞とは5株の抗体全てが反応したが,血清処理しない細胞と
 はKM-12を除く4株では反応が認められなかった。KM-12は単球系のTHP-1及びU937と
 反応したがRaji細胞等のBリンパ球系を含め他の細胞との反応はなかった。KM一ユ2はヒト末
 梢血単球とも反応するがリンパ球とは反応しない。この反応はKM-12をF(ab')2にしても認
 められFcレセプターを介したものではない。また血清処理Raji細胞とはKM-12以外の株の抗
 体も反応する事より,単球系細胞上でKM-12と反応する抗原が細胞膜に外から結合したC3で
 はないと思われる。
 1251標識KM-12を用いてEAC及び単球系培養細胞との反応を検討した。125至標識KM-12の
 これらの細胞に対する結合は非標識のKM-12とFactorHにより阻害されたが他の抗体株,およ
 び対照として用いたTransferrinには阻害されなかった。この事はKM-12と他の4株の抗体と
 は結合部位が異なる事を意味すると同時にKM-12とFactorHが競合する事より,これらの結
 合部位が同じか,もしくは近傍にある事を示している。この事はFactorHを1251標識して行な
 ったBindingassayでも確認された。以上の事は単球系細胞上にFactorHbindingsiteが存
 在する事と同時にそれがC3分子上のFactorH結合部位と抗原性を'司じく」している事を示して
 いる。KM-12がBリンパ球とは反応しない事とユ251標識FactorHの単球系細胞への結合をKM
 -12がほぼ完全に阻害する事より,Bリンパ球に報告されているHレセプターと単球上のHレセ
 プターとは異なると思われる。Scatchardplot法により算出したKM-12の結合サイト数は
 THP-1で1個の細胞あたり125,000個,U937で300,000個である。細胞の大きさを考える
 とこの密度は単球上のCRIよりも低いと思われる。
 以上より,本研究では単球系細胞表面にはC3の1部が膜表面より露出しており,これが
 FactorHbindingsiteとなっている事を明らかにした。また,この単球上のFactarHbinding
 siteはBリンパ球上のHレセプターとは異なっており,単球特異的である為単球系細胞のマー
 カーとなりうる可能性を示した。
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 審査結果の要旨
 活性化された補体成分が,食細胞の免疫食作用や,免疫細胞間の相互作用などの調節にかかわ
 っていることが明らかになり,補体系のもつ細胞膜障害機能や催炎機能に加えて,新しい補体の
 役割として興味がもたれている。なかでも補体第3成分(C3)の活性化は補体系にとって重要
 であり,そのため活性化C3と結合し,不活化させるH因子や1成分が制御蛋白として存在し,
 補体系の調節にあずかっている。
 本研究はC3と細胞膜機能との関係を解析するため,ヒトC3に対するマウス単クローン抗体
 の作製から始まった。その結果5種の抗C3単クローン抗体(KM10～14)を得た。これらは全
 てC3分子および細胞膜結合C3分子と反応したが,そのうち,KM-12は単球系培養細胞株の細
 胞膜と反応することが,蛍光抗体法および1251標識抗体を用いて確認された。本論文では主とし
 てこの細胞膜成分について検索を進めている。
 この細胞膜抗原は,ヒトのT,B細胞由来培養細胞,赤白血病や胃癌由来培養細胞および線維
 芽細胞など,検索に用いた9株の細胞には認められなかった。正常末梢血細胞のなかでも単球
 だけが抗原陽性であった。しかも抗体のFc部分による結合ではないこと,外から細胞膜に結合し
 たC3分子を検出しているものではないこと,さらにC3産生培養細胞の細胞膜上に反応が認めら
 れないことから,単球系細胞に特徴的な細胞膜成分であることが示唆された。その機能を窺うた
 め,1251標識KM-12の単球上への結合の阻止実験を行った。非標識KM-12による前処理で強
 く阻止されたが,他の抗C3および無関係の単クローン抗体では阻止されない。さらにH因子に
 よる明らかな阻止が観察された。しかし対照のトランスフェリンは何ら影響を与えなかった。ま
 た,標識H因子の細胞膜への結合は,非標識のH因子およびKM-12で特異的に阻止された。
 以上の事実から,細胞膜に組込まれている,C3分子のエピトープをもつKM-12抗原分子は,
 単球のH因子レセプターか,あるいはそのごく近傍にある関連分子であろうと推定される。レセ
 プター構造とC3分子に関する明確な結論は,その物理化学的性状など将来の解析にまたねばな
 らないが,本論文は通常の手法とは異なり,補体成分の特性に基づく細胞膜成分のユニークな解
 析によって,単球の新しい細胞マーカーを初めて記載したものであり,しかもC3分子とH因子
 の特異的結合によると考えられるH因子結合部位を見出したことは,補体成分と細胞膜との相互
 作用を考える上に,新しい視点を与えたものである。よって本論文は学位を授与するに価するも
 のと認める。
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